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ANOTACE

Bakalafska prace se vénuje charakteristice rodu Listeria. V praci je uvedené
rozdéleni rodu Listeria a jak se postupné vyvijela skupina Listeria sensu lato. Posledni
¢ast prace se zabyva metodami, diky kterym byla zjiS§téna nova taxonomie rozdéleni

rodu Listeria.
KLICOVA SLOVA

Listeria sensu stricto, Listeria sensu lato, virulence, metodika

TITLE
New taxonomy of the genus Listeria.
ANNOTATITON

The bachelor work deals with the characterisation of the genus Listeria. It is
introduced its the distribution of the genus Listeria and how the group Listeria sensu
lato has gradually developed. The last part od the thesis deals with the methods, which

reveal a new taxonomy of distribution of the genus Listeria.
KEYWORDS

Listeria sensu stricto, Listeria sensu lato, virulence, methodology
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SEZNAM ZKRATEK

ActA — Actin assembly-inducing protein (Aktin indukujici protein)

AOAC - Association of Official Agricultural Chemists (Sdruzeni oficialnich

zemédélskych chemiki)
CFU — Colony forming unit (Jednotky tvofici kolonie)

CRP / FNR — cAMP receptor protein / fumarate and nitrate reduction regulatory protein

(CAMP receptor protein / fumarat a dusi¢nan regulacni protein)
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FIGE - Field-inversion gel electrophoresis (Inverzni gelova elektroforéza)
FlaA — Flagellin A (Flagellin)
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UVOD
Tato bakalatska prace pojednava o rodu Listeria, ktery se poprvé objevil ve dvacatych
letech minulého stoleti v Cambridge. Od této doby bylo nalezeno mnoho dalSich druha listérii,

které se stale zkoumaji.

Jako prvni listérie byla objevena Listeria monocytogenes, ktera se sklada z riznych
je sérotyp 1/2a, obsaZzeny v mnoha kontaminovanych potravinach. Dalsi kombinace sérotypti u

tohoto druhu jsou nalézany postupné a jejich vyzkumy zasahuji az do soucasnosti.

Rod Listeria byl rozdélen na dvé zakladni skupiny. Skupiny se skladaji z druhd s

podobnym fenotypem a hlavné genotypem.

Prvni skupina se oznac¢uje jako Listeria sensu stricto. Je to nejstarsi skupina tohoto rodu
a patii sem dvé jediné patogenni listérie. Prvni z nich je Listeria monocytogenes, ktera je
patogenni jak pro ¢lovéka, tak pro zvifata. Druha, Listeria ivanovii, je nebezpecna hlavné pro

zvirata, ale objevila se 1 u lidi.

Druha skupina je oznacovana jako Listeria sensu lato a je novéjsi skupinou tohoto rodu,
ve které jsou stale pln€ neprobadané druhy. Nemtizeme proto jednoznacné posoudit, zda jediné
dvé patogenni listérie z celého rodu nalezi pouze do prvotni skupiny sensu stricto. U druhé

skupiny se stale zjiSt'uje patogenita listérii, kterd neni zcela objasnéna.

Celkovy zajem o listérie v posledni dobé vysoce vzrostl, jelikoz se objevuji rozsahlé
epidemie, které zasahuji stale vice obyvatel na mnoha mistech na Zemi. Pfi¢inou jsou listeriozy
zpusobené pravé Listeria monocytogenes. V mé bakalaiské praci jsem se zaméfila na incidenci

v Ceské republice a statech, které nam jsou nejblize.

Do soucasné doby nejsou stale nalezené vSechny druhy listérii.
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1 HISTORIE

Prvni zkoumani listérii prob&hlo v roce 1926, pti¢emz tento vyzkum vedl pan Everitt
George Dunne Murray s jeho kolegy v Cambridge a James Hunter Harvey Pirie
Listeria monocytogenes u lidi, nebo Listeria ivanovii u zvitat. V obou ptipadech se testy
provadély na malych zvitatech, jako jsou kralici a mysi. Vyzkumy vedly nejen k popisu hemoci
zvané listerioza, ale také se provadéla izolace bakterii a vSe vedlo az k novému pojmenovani

druht: listérii.

K pocate¢nimu kroku zkoumani doslo diky nahlé smrti mladych kralikti v chovatelské
stanici na Univerzit¢ v Cambridge v roce 1924 spolu s dalsimi stejnymi ptipady, které se
objevovaly v nasledujicich patnacti mésicich. U téchto kralikti byla izolovana drobna gram-
pozitivni ty¢inka nazvana Bacterium monocytogenes. O tii roky pozdé&ji se nemoc objevila i u
lidi a byla popsana u pacienti s anginou a uzlinovym syndromem v hemokultufe a také

U pacientil s meningedlnimi pfiznaky v mozkomisnim moku.

V roce 1927 pan J. H. H. Pirie oznamil, ze ptenos listeriozy je spojen s konzumaci
kontaminovanych potravin. Pozdgji byla tato zkoumani zapomenuta kviili docasnému vymizeni

listeridzy a tato nemoc zacala byt povazovana za méné Casté onemocnéni.

V roce 1939 odmitla komise Mezinarodniho vyboru pro systematickou bakteriologii
nazev Listerella, nebot’ byl uz pouzit jiz v roce 1906 pro Mycetozoa neboli Hlenky, a také v roce
1933 pro Foraminifera neboli Dirkonozce. Proto v dalsim roce, tedy roku 1940, navrhl pan
Pirie jméno Listeria, které se ihned uchytilo. Tato bakterie byla pozdéji pojmenovana na pocest
anglického chirurga Josepha Listera. Jako prvni listérie viibec byla pojmenovana Listeria

monocytogenes. (JANCOVA J., 2007)

Vse se otocilo v 80. letech, kdy opét doslo k dramatickym zménam. Listérie se tentokrat
netykala pouze mikrobiologt, ale tykala se celé vefejnosti, mezi kterou se v roce 1981 tato
nemoc rozsifila. Diky tomuto rozSifeni se zacala lépe chapat epidemiologie onemocnéni,
samotna nemoc | fyziologie organismu, avSak nejdulezitéjsi je, ze se zacaly provadét Gcinné
metody a kontroly organismu v potravinovém fetézci, nebot’ bylo zjisténo, ze tato nemoc
pochazi pravé z riznych druht potravin. (KYRIAKIDES A., 1998) (RYSER T. E., 1999)
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2 ROD LISTERIA

Rod Listeria nalezi do rodiny Listeriaceae, coz je kmen, ktery se sklada z gram-
pozitivnich malych bakterii. U tohoto rodu najdeme ve velmi malé mife guanin a cystein
v molekule DNA. Obsahuje pouhych 36-42 % z celé molekuly. Listérie maji tvar ty¢inek a jsou
velice rozsitenym kmenem. Patii mezi fakultativné anaerobni mikroorganismy, coz znamena,
7e 7iji za ptitomnosti vzdusného kysliku, ale mohou zit i bez né¢ho. (NATALIE C. KLEIN,
1991) (SUCHODOLSKI J., 2013)

Nekteré druhy listérii jsou pohyblivé. Pohyblivost je zpisobena bi¢iky, které maji pouze
Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii a Listeria grayi. Listérie se déli na patogenni
a nepatogenni mikroorganismy. Patogenni druhy jsou takové, které mohou zapfiCinit
onemocnéni hostitele, coz mize byt ¢loveék i zvife. Tento mikroorganismus jako takovy netvoii

spory, ale biofilmy. (SCHARDT J., 2017)

vvvvvv

jsou patogenni listérie. Mezi patogenni listérie patii Listeria monocytogenes a Listeria ivanovii.
Ostatni druhy jsou nepatogenni nebo se stale zkoumaji. Listérie se celkoveé objevuji jak u lidi,
tak u zvirat. Nejveétsi nalezy listérii jsou izolovany z kontaminované potravy, z niz vznikaji

MIV W

nejcastéjsi listeriozni onemocnéni zapiicinujici listérie. (ORSI R. H., 2016)

i~ >
/ Jétra \
/ Mozek

Kontaminovana potrava

Krevni obéh
Plod
Strevo Lymfatické
uzliny
\ Slezina / \
’ Placenta

Obrazek 1- Patogeneze onemocnéni — Upraveno podle (REINPRODUCT, 2017)
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2.1 Listeria monocytogenes
Jak jiz bylo zminéno, tato listérie byla jako prvni objevena panem Murray v Cambridge.
Nejdulezitéjsi informaci je, ze spolu s Listeria ivanovii jsou povazovany za patogenni

organismy.

Listeria monocytogenes je nejvice izolovana z pudy, riznych vegetaci, vody a vykalu.
Jedna se také 0 bakterii, ktera ma tzv. kontrastni zpisob Zivota, nebot’ se jedna 0 saprofyta.
Saprofyt je takovéa bakterie, kterd vyuZziva hostitele jako vhodné prostfedi a zdroj vyZivy,
pricemz hostitel neni nijak poskozovan, ale zaroven mize zit 1 mimo hostitele, na riznych

potravinatskych strojich. (SCHARDT J., 2017)

Listeria monocytogenes je fakultativné anaerobni, nesporotvorna a gram-pozitivni
ty¢inka. Velikosti se nelisi od ostatnich malych mikroorganismut, maji délku 1 — 2 pm. Pod
mikroskopem tento druh nachazime jednotlive, ve dvojicich, nebo také mtize tvorit fetizkovité

utvary.

Na krevnim agaru vytvaii zonu B-hemolyzy. B-hemolyza se vyznacuje zoénou
hemolyzy, ktera se nachazi pod koloniemi. Listeria monocytogenes je zafazena mezi
hemolytické druhy, které obsahuji homologii hlavniho genu virulence, coz je klastr prfA. Jako
jedna z mala je podporovana schopnosti se pfizpusobit slanym, kyselym a vysokoteplotnim
prostiedim. Toleruje Sirokou $kalu pH, jejich rozhrani je od 4,5 do 9,0. Mohou Zit v rozsahlé
teplotni $ifi, mysleno tim bylo od 4 °C do 45 °C. Nevadi jim ani vysoka koncentrace soli, ktera
muze mit i 10 % NaCl. Jako jedna z mala listérii tvofi biofilmy, tudiZ se mize objevovat na

kontaminovaném misté i nékolik let. (RAMASWAMY V., 2007) (NATALIE C. KLEIN, 1991)

wewvr

neboli téz nazyvanych sérovari. Patii sem sérotyp 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4c, 4d,

4e a 7. Rozdé€leni je na zaklad¢ reakci pomoci znamych antigenti O neboli t€Z somatickych

oy e

wMIrwe v

antiséra. Listerioza u ¢lovéka je z 98 % zapfic¢inéna pouze tfemi sérotypy, do kterych nalezi
sérotyp 1/2a, 1/2b a 4b. Sérotypy 4a a 4c se uplatiiuji sporadicky. Sérotyp 4b byl zjistén u
velkych hromadnych epidemii a sérotypy 1/2a, 1/2b byly prokazany u mensich epidemii, nebo
jednotlivych onemocnéni. (BRYCHTA J., 2011)
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nalézame V potravinach, jako jsou mlé¢né vyrobky a maso. Nejvice se objevuje v tavenych

syrech, m&kkych syrech, v uzenych rybach, motskych plodech a mase.

Tato listérie je velice nebezpecna pro téhotné, kojici Zeny a pro lidsky plod. Obecné
plati, ze u imunokompetentnich jedinci, coz jsou lidé, kteti maji v pofadku imunitni systém, je
pozorovano neinvazivni gastrointestindlni onemocnéni. Zatimco u imunokompromitovanych
neboli imunodeficitnich jedincti nebo u t€hotnych Zen a novorozencii, vede infekce k invazivni
listerioze, kdy mutze dojit k septikémii, meningitidé a samovolnym potratim. Imunodeficitni
pacienti jsou osoby trpici onemocnénim AIDS, pacienti trpici jakoukoliv rakovinou,
onemocnénim ledvin, diabetem nebo lidé, ktefi uzivaji glukokortikoidy nebo antacida, coz
pouzivaji pacienti, ktefi maji problémy S hypoaciditou zaludeCnich §tav a starSi osoby.
U téhotnych Zen hrozi postizeni plodu. (ALLENA K. J., 2016) (ORSI R. H., 2016) (DREVETS
A. D., 2008)

Obrazek 2- Listeria monocytogenes (DR GAUGLER G., 2018)

2.2 Listeria ivanovii

Listeria ivanovii je mala listérie o velikosti 0,5 — 1,5 um. Tvofi Sedavé modré kolonie
s hemolyzou na krevnim agaru, tudiz se zarazuje taktéz mezi typické hemolytické druhy rodu
listérie. Jeji morfologie se nelisi tolik od Listeria monocytogenes, taktéz maji kratky tyCovity

tvar a jsou pohyblivé. Listeria ivanovii jsou katalaza pozitivni a oxidaza negativni.
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Patogenita bakterii souvisi s pfitomnosti intaktnich virulentnich geni, které usnadiuji
piimou interakci mezi bakterii a hostitelskymi buikami podporujicimi kolonizaci, vstup a umrti
hostitelskych bunék. U Listeria ivanovii najdeme navic specificky geneticky ostrov
s virulentnimi faktory, které se nazyvaji LIPI-2. LIPI-2 obsahuji vice internini a také
hemolyticky gen sfingomyelinazu. Celkova fylogeneticka analyza Listeria sensu stricto
naznacuje, ze nepatogenni druhy se vyvinuly z patogenniho piedka diferencialni ztratou

patogennich faktor. (CHAIRA M., 2015)

Listeria ivanovii byla pojmenovana podle bulharského mikrobiologa Ivana Ivanova,
ktery poprvé tuto listérii izoloval z ovci, u kterych se opakované objevovaly samovolné potraty.
Stejn¢ jako Listeria monocytogenes, také Listeria ivanovii napada hostitelské bunky, kde se
listérie replikuji v cytosolu a po Gniku z fagozomu se §iii z bunky na bunku, diky polymerizaci

aktinu.

Napadaji zejména jiz zminéné ovce a dobytek, u kterych zptsobuji septikemické
onemocnéni S enteritidou. Objevuji se i vyjimky, jako vroce 2007, kdy byla izolovana
z pacienta, presnéji z 55-letého muze. Ptipady, kdy se objevi Listeria ivanovii u lidi, jsou
extrémne vzacné a jsou taktéz spojeny s imunodeficienci. Proto se tato listérie objevila také
U pacientdl, ktefi trpéli nemoci AIDS nebo u pacientl, ktefi méli metastazujici karcinom.

Nejcastéji to byli pacienti s vékem nad 60 let.

Listeria ivanovii byla izolovana ze stolice, coz naznaCuje, ze doSlo k infekci
prostfednictvim kontaminovanych potravin. Tato izolace listérie ze stolice prokazala, ze se
Listeria ivanovii dostava pres lumen stiev, kde zpisobuje gastroenteritidu a dale se $ifi do
krevniho ob&hu. U 55-letého muze nebyl sehnan vzorek pro prikaz, ze prave Listeria ivanovii
byla soucasti femeslného koziho syra, vyrobeného ze syrového mléka, ktery jisty muz
konzumoval par dni ptfed tim, neZ se u ného infekce projevila. Piestoze nebyl puvod této listérie
formaln¢ prokazan u lidi, tak u pfezvykavct ano, ve spojeni s konzumaci zkazené silaze nebo

zkazeného sena. (GUILLET CH., 2010) (BUCHRIESER C, 2011)

2.3 Listeria grayi

Listeria grayi patii mezi listérie, u které se neprojevuje hemolyza na krevnim agaru,
a taktéz tato listérie nalezi mezi druhy, které nejsou virulentni. Byla objevena roku 1966 panem
Murray a pojmenovana po panu M. L. Gray. Spolu s Listeria monocytogenes a Listeria ivanovii

patii mezi listérie, které jsou pohyblivé.
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Dtive bylo pojednavano o jejim formalnim vylouceni, jako ¢lena rodu Listeria spp.,
jelikoz se ukazalo, Ze je velice odliSna od ostatnich druhti. Bylo tedy navrzeno, Ze bude
zastupovat novy rod Murraya, ktery nalezi do skupiny Listeria sensu lato, jako novy druh

listérie.

Tato listérie se Vroce 1974 rozdé€lila na Listeria grayi subsp. grayi a Listeria grayi
subsp. murrayi. Listeria grayi subsp. murrayi byla pojmenovana podle spoluzakladatele
Listeria monocytogenes panem Murray. V uplynulych letech se prokazalo, ze Listeria grayi je
poddruh Listeria murrayi. (SAUDERS B. D., 2012)

Rozdil mezi Listeria grayi subsp. gray a Listeria grayi subsp. murrayi je ten, ze prvni
Z nich neredukuje dusi¢nany a Listeria grayi subsp. murrayi dusi¢nany redukuje. (HITCHINS
Anthony D., 2017)
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3 ROZDELENI RODU LISTERIA

Rod Listeria se v soucasné dob¢ sklada ze 18 druhu, véetné 10 druht Listeria, které jsou
nove popsané od roku 2009. Samostatny genotyp s fenotypem, jenz hraje hlavni roli v rozdéleni
a také definuje odlisnou skupinu Sesti druht, které se spole¢nym nazvem nazyvaji Listeria sensu
stricto. Listeria sensu stricto maji spolecné fenotypové vlastnosti na rozdil od druht, které se
nazyvaji Listeria sensu lato. Listeria sensu lato je novou, ale ne plné prozkoumanou skupinou.
Hybridizace DNA-DNA a sekvenéni vysledky 16S rRNA ukazaly rozdéleni do téchto dvou

genomicky ptibuznych skupin.

Novych 12 druhd, které se spoleénym nazvem nazyvaji Listeria sensu lato, predstavuji
tf1 odlisné monofylitické skupiny. Monofylitické skupiny pochazeji ze spole¢ného evolu¢niho
ptedka nebo rodové skupiny, ze kterych vznikly nové druhy. Skupiny organismii, do kterych
patii nalezity evoluc¢ni pfedek a z né¢ho nové vytvofené druhy, se nazyvaji klad. Analyzy
naznacuji, ze ziskavani genetického materialu pro nové druhy Listeria sensu stricto je
prostiednictvim genové duplikace, divergence a letdlniho pfenosu genu. U letalniho pfenosu
genu bylo zjisténo, ze pienos genu byl i z jiného rodu, nez-li byl rod Listeria neboli z organismu
velice podobného, jako je Bacillus cereus, ale také ze spoleéného piedka Listeria grayi, tedy ze
skupiny Listeria sensu stricto. Vsechny druhy byly podrobeny celogenomovému sekvenovani
a fylogenetické analyze sady zfetézenych jadrovych geni. (CHAIRA M., 2015) (SCALLAN
E., 2011)

Do skupiny Listeria sensu lato patii rod Murraya, ktery se sklada z Listeria grayi subs.
grayi a Listeria grayi subs. murrayi, které byly izolované z vegetace a predstavuji sestersky
klad skupiny Listeria sensu stricto. Rod Mesolisteria se sklada z Listeria fleischmanni subs.
fleischmanni, Listeria fleischmanni subs. coloradensis, Listeria floridensis, Listeria aquatica
a nove zarazena Listeria constaricensis tvoti sestersky klad se skupinou Listeria sensu stricto
a s Listeria grayi. Posledni rod ze skupiny sensu lato, je rod Paenilisteria, do které patii Listeria
newyorkensis, Listeria cornellensis, Listeria rocourtiae, Listeria weihenstephanensis, Listeria
grandensis, Listeria riparia a Listeria booriae. Ty pfedstavuji zakladni bazi v rodu. (Obr.: 1)
Tyto tii navrhované rody neobsahuji patogeny, jsou nepohyblivé, tedy kromé Listeria grayi,
ajsou schopné redukovat dusi¢nany. Jediny, kdo neumi redukovat dusi¢nany, je Listeria

floridensis. (WELLER D., 2015)
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Listeria monocytogenes ATCC 153137
Listeria marthii FSL S4-120T7
100|L_ /jsteria innocua CLIP11262
L. welshimeri SLCC 5334T
Listeria ivanovii PAM55
Listeria seeligeri SLCC 39547
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100 I: Listeria fleischmannii subsp. fleischmannii LU2006_1T
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100 Listeria riparia FSL $10-12047
Listeria booriae FSL A5-0281T
100 — Brochothrix campestris ATCC 437547
L Brochothrix thermosphacta ATCC 115097
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Obrdazek 3 - Fylogeneticky vyvoj rodu Listeria (WELLER D., 2015)

3.1 Listeria sensu stricto

Historicky se genomova i molekularni charakteristika rodu Listeria soustfedila
na dulezitou lidskou tradici Listeria monocytogenes a na maly pocet pfibuznych druhu, které se
nazyvaji Listeria sensu stricto. Tento oddil zahrnuje Listeria monocytogenes, Listeria seeligeri,
Listeria ivanovii, Listeria welshimeri a Listeria innocua, vsechny tyto druhy byly popsany jiz
pted rokem 1985, avsak nove objevenou listérii byla Listeria marthii, ktera byla poprvé popsana
v roce 2010. VSechny tyto druhy byly pojmenovany podle védct, kteti hrali dalezitou roli pfi
studiich listérii, kromé Listeria monocytogenes a Listeria innocua. Druhy Listeria sensu stricto
byly izolovany ze stolice nebo =z gastrointestinalniho traktu zvitat, ale také z potravin

zivoc¢isného ptivodu, coz znaci specifickou interakci téchto druhd s hostitelem.

3.1.1 Fenotypové vlastnosti Listeria sensu stricto
Listeria sensu stricto maji mnoho fenotypovych vlastnosti, diky tomuto znaku to déla

z této skupiny snadno rozpoznatelné ¢leny rodu Listeria.

Druhy Listeria sensu stricto maji mnoho charakteristik, do nichz patii schopnost ristu
mikroorganismi ve 4 °C, pohybuji se pti 30 °C, maji pozitivni katalazovou reakci. Dilezitou

schopnosti je redukce dusi¢nanti na dusitany a Vneposledni fadé maji pozitivni Voges-
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Proskauerova reakci, coz je reakce pro prukaz produkce acetoinu z fermentace glukozy cestou
butandionu. VSechny druhy Listeria sensu stricto jsou schopné fermentovat D-arabitol,
a- methyl D-glukozu, celobiozu, D-fruktosu, D-mannosu, N-acetylglukosamin, maltozu
a laktozu. (BERTSCH D., 2013)

3.1.2 Fenotypové rozliSeni Listeria sensu stricto

Dva druhy, které jsou povazovany za patogenni, jakozto Listeria monocytogenes
a Listeria ivanovii spolu s Listeria innocua, vykazuji aktivitu fosfatidylinozitol-specifickou
fosfolipazu C neboli PI-PLC. Fosfatidylinozitol je fosfolipid snavazanym cyklickym
alkoholem inositolu. Fosfolipaza C rozklada fosfatidylinozitol na inositoltrifosfat

a 1,2- diacyglycerol.

Listeria ivanovii muze byt odlisna od vSech druha v Listeria sensu stricto, kvili své

schopnosti fermentace neboli kvaseni D-ribozy.

Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii a Listeria seeligeri i snékterymi druhy

Mrwe

cytoplazmatické membrany ¢ervenych krvinek, na kterém se podili virulentni gen PrfA.

Listeria welshimeri se identifikuje svoji schopnosti fermentovat D-xylozu, spolu
s Listeria ivanovii a Listeria seeligeri, ale jako jedina Listeria welshimeri fermentuje zaroven
i D-tagatozu. Listeria seeligeri se odlisuje od Listeria ivanovii a Listeria welshimeri tim, ze

jako jedind jiz nefermentuje D-ribozu a D-tagozu.

Listeria marthii jako jediny druh Listeria sensu stricto, ktery nedokaze fermentovat
sachar6zu, coz je diilezita charakteristika, kterd mize byt pouzita k odliSeni od ostatnich druhti

tohoto kmene.

Listeria innocua je typicka tim, ze nedokaze tvotit hemolyzu a fermentovat D-xylozu.
Zaroven je obtizné ji odlisit od Listeria monocytogenes a Listeria seeligeri na zakladé
standardnich biochemickych testt, jelikoz dokaze zaroven fermentovat glycerol. (WELLER
D., 2015)

3.1.3 Genotypové vlastnosti Listeria sensu stricto

Genomy u druhu Listeria sensu stricto se skladaji z mnoha vlastnosti. Obsah cytosinu
a guaninu se odhaduje na 34,6 do 41,6 % a velikosti genomu se pohybuji od 2,8 do 3,2 Mb.
Supragenomy, coz jsou geny, které mohou mit rozdily v obsahu genu mezi tizce piibuznymi

kmeny neboli to je spojeni vSech genovych sad kment, které se pouZzivaji pro nejblizsi popis
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druhu, je tvofen sou¢tem jadra a dispenzovatelnych genomi. Dispenzovatelné geny se daji
rozdélit na geny, které jsou pfitomné ve dvou nebo vice kmenech a geny jedineéné pro kazdy
kmen. (MEDINI D., 2005)

Supragenomy se u Listeria sensu stricto odhaduji na 6500 gent, z nichZ se 17 % genti
podili na metabolismu nukleobazy, nukleotidu, nukleosidu a nukleové kyseliny, 14 % z nich se
podili na bunééném makromolekuldrnim metabolismu a 10 % z nich se podili na procesu
metabolismu bilkovin. Dulezitym znakem Listeria sensu stricto je vysoky pocet internalint,

které jsou uloZzeny na povrchu mikroorganismu. (DEN BAKKER H. C., 2010)

Bylo nalezeno misto o velikosti 53 kb, které zahrnuje geny, jenz se podileji na
metabolismu ethanolaminu, kobalaminu a propandiolu u vSech druhd Listeria sensu stricto.
V tomto misté se objevuje 82 gent, které se podileji na biosyntetickém procesu kobalaminu
neboli vitaminu B12, s vyuzitim ethanolaminu a propan-2-diolu pro vyvolani onemocnéni
u obratlovcu, coz zptuisobuje hlavné Listeria monocytogenes a Salmonella. Kvili tomuto jevu,
ze se tento ostrivek gent objevuje pouze u Listeria sensu stricto a neobjevuje se i u Listeria
sensu lato, zacaly spekulace o tom, Ze cely ostrov byl pfenesen na predchtidce Listeria sensu

stricto ze Salmonella jako bakterie nebo jinych gram-pozitivnich bakterii. (CHIARA M., 2015)

3.2 Listeria sensu lato

VSechny druhy, jenz patii do tohoto kmene, jsou nepatogenni nebo stile nebyly
prozkoumany. Prvni piedchuidce Listeria sensu lato byla popsana v roce 1966, kdy timto
piedchtidcem byla Listeria grayi.

Listeria grayi je nejvice piibuzna druhtim Listeria sensu stricto. Je to kvili tomu, Ze je
jako jedina pohybliva. Do tohoto druhu spadaji také zastupci Listeria fleischmanni, Listeria
floridensis, Listeria aquatica, Listeria neworkensis, Listeria cornellensis, Listeria rocourtiae,
Listeria weihenstephanensis, Listeria grandensis, Listeria riparia, Listeria booriae a nejnové;jsi
listérii je Listeria constaricensis spp. nov. Tyto kmeny byly izolovany z povrchu potravin,
anebo byly izolovany ze zivotniho prostfedi. Identifikace izolat Listeria sensu lato umoznila
lep$i pochopeni vyvoje vlastnosti a virulence listerii obecné. Umoznila také i praktické
dusledky, nebot’ detekce druhd Listeria je ¢im dal vice Casto pouzivanou metodou pro
potravinaisky primysl, jako ukazatel zjistovani podminek, které umoznuji pfitomnost, riist a

WV vrw

odolnost nejbéznéjsi listérie, jakou je Listeria monocytogenes. (SCHARDT J., 2017)

Druhy Listeria sensu lato byly popsany teprve v nedavné dob¢, s vyjimkou druhu

Listeria grayi, a jejich objeveni nebylo do soucasnosti zna¢né objasnéno. Nicméné dva druhy
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Listeria newyorkensis a Listeria fleischmannii byly jiz identifikovany jak v Severni Americe,

tak v Evrop¢, coz znaci, Ze jejich vyskyt muze byt velice Siroky. (CHAIRA M., 2015)

Listeria newyorkensis byla poprvé izolovana ze syrového mléka v Italii a ze zafizeni na
zpracovani moiskych plodi v severovychodnim USA. Zatimco Listeria fleischmanii byla

poprvé izolovana ze syrt v Italii a ve Svycarsku a poté v jednom syru z ranée v Coloradu.

Mezi druhy, které se vyskytovaly pouze v Evropé nebo v USA, byla naptiklad Listeria
rocourtiae. Tato listérie byla izolovana v Rakousku ze salatu. Listeria weihenstephanensis byla
izolovana z némeckého rybnika. Listérie, které byly izolovany pouze v USA, jsou Listeria
floridensis, Listeria aquatica a Listeria riparia, kdy vSechny tii druhy byly izolovany z vodnich

zdroj.

Nejvice rozsifenym druhem je Listeria grayi, ktera, jak jiz je zminéno Vv odstavcich
vySe, byla objevena jako prvni z tohoto kmene. Tato listérie byla izolovana jiz z nékolika
kontinentd, véetn¢ Evropy, Asie, Afriky, Severni Ameriky a Jizni Ameriky, kdy se izolovala
ze sladkovodnich ryb a z jatek. (ORSI R. H., 2016)

Mezi nejnovéjsi druh patfi Listeria constaricensis. Tato bakterie byla izolovana
z kanaliza¢niho systému v Kostarice a patii k listérii, kterd neni zcela probadana. Vsechna
kritéria splnovala pro rod Listeria, ale nemohla byt ptidélena k zadnému jiz znamému druhu.
Fylogenetickd analyza zalozend na genu 16S rRNA odhalila nejvyssi sekvencni podobnost
s kmenem typu Listeria floridensis s 98,7 %. Fylogeneticka analyza zalozena na jadrovém
genomu piidavala novy klad k Listeria fleishmannnii, Listeria floridensis a Listeria aquatica.
V poslednim kroku analyzy celé genomové sekvence védci zjistili, Ze tento izolat nalezi do

zcela nového druhu. (NUNEZ-MONTERO K., 2018)

3.2.1 Fenotypové vlastnosti Listeria sensu lato
Vsechny tyto druhy jsou katalaza pozitivni, zadny z nich netvoti spory ani kapsle a jsou
ty¢ového tvaru, stejné¢ jako Listeria sensu stricto. Od Listeria sensu stricto je odliSujeme

pomoci n€kolika fenotypovych vlastnosti.

Spole¢nym znakem vsech tii skupin Listeria sensu stricto je nepohyblivost pii teploté
od 4 do 37 °C. Jedinou vyjimkou je bakterie z tohoto rodu Listeria grayi, ktera pfi téchto
stupnich vykazuje znamky pohyblivosti. Tyto nalezy jsou v souladu s genomickymi studiemi,

které uvadéji nepiitomnost flagelarnich gent, kromé jiz zminéné Listeria grayi.
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Zadna Listeria sensu lato netvoti hemolyzu a nevykazuje aktivitu fosfatidylinozitol-
specifické fosfolipazy C neboli PI-PLC. VSechny druhy, krom¢ Listeria grayi, dokazi
fermentovat D-xylosu a D-glukozu, ale nedokazi fermentovat glukozu-1-fosfat ani inulin.
Pokud se provadi Voges-Proskauertv test, maji vSechny druhy Listeria sensu lato negativni
reakci, az na Lisetria grayi, ktera je pozitivni a Listeria aquatica, z rodu Mesolisteria, ktera ma
taktéz pozitivni reakci. Jestlize vykazuji pozitivni reakci u tohoto testu, znaci to schopnost

produkce acetoinu z fermentace glukozy cestou butandiolu.

Zajimavosti je, Ze druhy Listeria fleischmannii, Listeria aquatica a Listeria floridensis
Ztratily schopnost rastu v kapalnych médiich pti 4 °C. Diky této charakteristice jsou tyto druhy
odlisné od ostatnich ¢lent rodu Listeria. (DEN BAKKER H. C., 2014) (WELLER D., 2015)

3.2.2 Genotypové vlastnosti Listeria sensu lato

Udaje o genomové sekvenci viech druhti Listeria sensu lato jsou jedine&nou piileZitosti
pro lepsi charakteristiku téchto druhti a zaroven umoznily nové poznatky ve vyvoji virulence
Vv celém rodu Listeria. Obsah cytosinu a guaninu se pohybuje od 38,3 %, kde se tento obsah
objevuje u Listeria fleschmanni. Listeria newyorkensis a Listeria booriae maji az do 45,2 %.
Na zakladé fenotypovych udajii a genomové analyzy bylo prokazano, Zze zadny z rodu Listeria
sensu lato neobsahuje patogenitu ostrivku 1 a 2, kdy tyto ostravky zahrnuji hlavni virulentni

geny a patogenni geny, o kterych bude pojednévano dale.

Vseobecnou vyjimkou je Listeria grayi. Tato listérie, jako jedina z celého rodu Listeria
sensu lato, obsahuje geny pro motilitu, které koduji bicikové proteiny. Fylogenetické analyzy
naznacuji, Ze predchudci Listeria sensu stricto a Listeria grayi ziskali cely bic¢ikovy
biosynteticky gen pies horizontalni pifenos genu od piedka komplexu Bacillus cereus. Gen,
ktery také souvisi s pohybem, ale neobsahuje ho Listeria grayi, se oznacuje mogR. MogR je
identifikovan pouze u Listeria fleschmannii, kdy tento represorovy gen (represor je molekula,
ktera se vaze na urcity usek DNA, a brani tak aktivaci ur¢itého genu) je vysvétlenim, proc je

tento druh nepohyblivy. (DEN BAKKER HC, 2013)

Zajimava genomova vlastnost byla pozorovana u genomovych sekvenci pro dva kmeny
Listeria grayi. Byly zde nalezeny ¢tyfi genomicky shlukované geny, které se oznacuji jako
RibD, RibE, RibAB a RibH. Uspotradani téchto genti a pfitomnost anotovaného FMN, maji
zodpoveédnost za biosyntézu riboflavinu. Tato pozorovani vedou k zavéru, ze Listeria grayi
oproti Listeria monocytogenes, by méla byt schopna biosyntézy riboflavinu. (CHIARA M.
2015)
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Bylo zjisténo, ze genomy Listeria sensu lato ukazaly podsvétleni gent, spojenych
s vnitini doménou ve srovnani s Listeria sensu stricto. To znaci, ze roz§ifenost internalinovych
gend se stalo po rozdéleni Listeria sensu stricto a Listeria sensu lato tim, ze kmeny Listeria
sensu lato pravdépodobné nejsou patogenni u sav¢ich druht, jelikoz vnitini slouc¢eniny byly
typicky dulezité pro interakce mezi listérii a hostitelem jako savcem. (ORSI R. H., 2016)
(PIZARRO-CERDA 1., 2012)

Zajimavosti je, ze u Listeria fleischmannii subsp. Coloradonensis byly nalezeny geny
kodujici komaii toxin MTX2 z Bacillus, ktery se velice podoba silnému toxinu ETX
z Clostridium perfringens. Ten zpasobuje rychlou smrtelnou enterotoxemii u zvifat, jako jsou
ovce, kozy a dalsi stfedné velka domaci zvifata, coz znaci, ze nékteré izolaty Listeria sensu lato
mohou byt schopné zplisobit onemocnéni i u malého hmyzu, jako jsou komaii. (DEN BAKKER

HC, 2013)
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4 PATOGENITA

Ze skupiny Listeria sensu stricto maji bakterie lidské a zvifeci patogeny. Listeria
monocytogenes a Listeria ivanovii spolu se ¢tyfmi dalsimi druhy byly izolovany ze zvitat, kdy

tato zvirata neméla zadné symptomy, ale listérie se v nich stejné prokazala.

Clenové druhé skupiny Listeria sensu lato jsou oznadovany za jediné ekologické
mikroorganismy, jelikoz nedokazi kolonizovat sav¢iho hostitele. U této skupiny nejsou
probadané vsechny druhy listérii. Proto nelze stanovit, Ze jsou vSechny druhy nepatogenni.
(SCHARDT J., 2017)

Bakteridlni patogeny maji virulentni faktory, které je odliSuji od jejich nepatogennich
prot&jskii. Tyto geny jsou zakdédovany na specializovanych oblastech bakterialnich

chromozomt, které jsou oznaceny jako patogenni ostrovy.

Ostrovy patogenity jsou c¢asti genomickych ostrovi, které mohou byt ziskané
| prostiednictvim horizontalniho pfenosu. Patogenni ostrovy jsou velké ¢asti chromozomu,
které se 1isi v obsahu nukleotidi a pfitomnosti genetickych prvkl. Ve srovnani s genomem
jadra se ostrov patogenity mize liSit sekvenci a sloZzenim. Tyto ostrovy umoznuji bakteriim
prizptsobit se riznym prostiedim. Genomové ostrovy jsou soucasti skupiny mobilnich
genetickych ¢astic, coz jsou segmenty DNA, schopné pohybu v rdmci genomu a také pienosu

mezi jednotlivymi bakterialnimi buiikkami. (HALLSTROM KN., 2015)

Patogenita Listeria monocytogenes je zptisobena schopnosti pronikat a proliferovat
Vv riznych typech hostitelskych bunék, do kterych mohou spadat i makrofagy a nefagocytarni
burky.

4.1 Virulence

Stejné jako u vSech patogennich bakterii ma virulence u fakultativnich intraceluldrnich
druhti listérii mnoho faktorovych vlastnosti. Samoziejmé je exprese bakteridlnich genu
zapojena do n¢kolika krokti infekéniho procesu, jako je invaze, intracelularni mnozeni a Siteni.
Exprese je doCasn¢ prostorové fizena ¢innost, ¢imz se zajisti pfitomnost genovych produktd,

a to ve spravném okamziku a na spravném misté.

Piedpokladem vzniku listeridzy je prekonani stfevni bariéry hostitele. Listérie jako
intracelularni patogen invaduje ze stfeva do bunék stfevnich plaki, do jater, centrdlni nervové

soustavy, nebo placenty. Z této cesty listérie vyplyvaji klinické symptomy, jako jsou sepse,
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meningitidy, febrilni gastroenteritidy, subklinickd pyogranulomatozni hepatitida, abortus
a dalsi. U tehotnych Zen se mohou objevovat pod obrazem cystitidy, na coz by m¢l klinik dat

velky dtraz a v diferencialni diagnostice na toto onemocnéni pamatovat. (JANCOVA J., 2007)

Na regulaci virulence u listérii se podili skupina genti PrfA, které jsou aktivni pii 37 °C,
coz je mimochodem také télesna teplota hostitele. Tyto geny jsou ale aktivni i pfi okolni teploté
s nizkym pH. Kli¢ovy prvek PrfA patii do rodiny transkripénich regulatort CRP / FNR a fidi
expresi hlavnich gent virulence Listeria monocytogenes béhem intracelularni infekce. Syntéza
a celkova aktivita jsou ovliviiovany riznymi fyzikalné-chemickymi signaly uvnitt 1 vné
eukaryotickych hostitelskych bun¢k. Dilezitou informaci je, ze PrfA jako pozitivni regulacni
protein A spojujici fadu priznaki z zivotniho prostiedi, ktery signalizuje ptechod mezi dvéma
kontrastnimi zplsoby Zzivota a ktery aktivuje soubor klic¢ovych virulentnich faktori béhem
infekce hostitele. Pozitivni regula¢ni faktor A je umistény v LIPI-A a ¢aste¢né i v genech InlA
a InIB. Tento protein souvisi i S dal§imi geny, jako je listeriolysin O, plcC, plcB, mpl, actA,
hpt, InIC a InlJ. (KREFT J., 2001) (DE LAS HERAS A., 2011) (VEGA Y., 2004)

Intracelularni cyklus zacina invazi do hostitelskych bunék, kdy je tato invaze
zprostiedkovana povrchovymi proteiny internalinem A a internalinem B, nebo téz zkracené
nazyvané InlA a InlB. Receptor pro povrchovy protein internalin A se ucastni hlavn¢ invaze do
vSech typl bunék, ale internalin B se ti€astni vstupu pfimo do hepatocytl. Internaliny zpiisobuji

navazani na povrch buiky.

Aby probéhla prvni proliferace a replikace Listeria monocytogenes Vv cytosolu
hostitelské bunky, je zakladnim piedpokladem unik bakterie ze sekundarnich lysozomi, ktery
je zprostiedkovany listeriolysinem O, ktery se téz zkracuje pouze na LLO, v kombinaci
s fosfolipazami, jako je fosfatidylinositolem a fosfolipazou C s aktivitou fosfatidylcholinu, téz
nazyvanym plcA. Tyto slozky Listeria monocytogenes vylucuji a jejich schopnosti je Stépit
vakuolarni membranu hostitele a udrzovat vhodné pH, které zastavi maturaci fagozomu a tim

I aktivaci mikrobicidnich systému bunky.

Intracelularni pohyb Listeria monocytogenes a Sifeni z buiiky do buiky se déje diky
vyénélkim plazmatické membrany, které jsou zpiisobeny aktin polymera¢nim proteinem, kdy
tento protein bakterie obaluje. V tomto cyklu se Listeria monocytogenes mize pohybovat
z jedné hostitelské buniky do druhé, aniz by znicila imunitni systém lidskych T-bunék nebo

bunky ptimo usmrtila.
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LIPI-1 neboli patogenni ostrov listérii 1, spolu s PAIL ktery ma velikost pfiblizné 9 kb,
obsahuje n¢kolik jiz zminénych, geni, které podporuji patogenezi. Tyto geny zahrnuji plcA
a prfA, které spole¢né tvoii operon. LIPI-1 také obsahuje operon lecitindzy, ktery obsahuje mpl,
actA a plcB. ActA koduje aktin polymerizaéni protein, ktery polymeruje aktinové filamenty
listérie. Gen plcB koduje protein fosfatidylcholin fosfolipazu C, s aktivitou lecitinazy a gen mpl
koduje metaloprotedzu, ktera zpracovava gen plcB do zralé formy. LIPI-1 obsahuje také Hly,
ktery koduje protein listeriolysin O. Tento protein lyzuje erytrocyty a dalsi buiky, ale také
lyzuje vakuoly eukaryotickych bunék, coz umozni jednoduché Sifeni se cytoplazmou.
(HERNANDEZ-MILIAN, 2014) (HALLSTROM KN., 2015)

LLO and @\

PLCs

Obrazek 4- Intracelularni zivotni cyklus listérie (PORTNOY D. A., 2002)

Soubor zakladnich gent virulence je postupné odhalovan u vSech kment Listeria
monocytogenes. Pokud vznikne delece jednoho ¢i vice gend, ktery koduje klicové faktory
virulence, mize vést nasledné K rozdilim v patogenité. Mutanty Listeria monocytogenes,
s deleci gent prfA, actA nebo proteinem listeriolysinem O, se v pokusech vyznacuji avirulenci.
Tyto pokusy se provadgji zejména u mysi. (PORTNOY D. A., 2002) (GELBICOVA T., 2011)

4.1.1 Zmény v patogenité
Zmény v patogennim potencialu Listeria monocytogenes Ize popsat bodovymi

mutacemi gend virulence. Aby mohla bakterie projit intestinalni bariérou béhem pocatecni faze
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infekce, je kli¢ovy povrchovy protein internalin A (InlA). Tento internalin zprostiedkovava
interakci s E-kadherinem epitelialnich bunék, kdy kadherin je typ bunéénych adhezivnich
molekul. Po celém svété bylo popsano nékolik bodovych mutaci, které vedou ke vzniku
pred¢asného terminacniho kodonu v genu InlA neboli piedcasny stop kodon, se zkratkou
PMSC.

PMSC, v genu internalinu A, vede k jeho neuplné syntéze, coz znaci fakt, ze ma
za nasledek zkracenou formu tohoto genu. Pokud je tato forma zkradcena, ma to za nésledek
snizenou schopnost napadat epitelidlni buiiky tkanovych kultur a niZsi virulenci u sav¢ich
hostiteld. V roce 2011 bylo identifikovano 18 pfirozené se vyskytujicich mutaci, které mély za

nasledek vznik PMSC v genu internalin A. (GELBICOVA T., 2011)

4.2 Biofilm

Tvorba biofilmu v potravinaiském primyslu nalezi do vaznych problému, které se musi
sledovat a musi byt piijimana preventivnim opatieni k jejich pfedchazeni. Mikroorganismy,
tvofici biofilm, pfezivaji v jinak zcela nevhodném prostfedi, na urcitych mistech, jako jsou
plasty, sklo, difevo nebo kovy. Tvorba biofilmu uleh¢i mikroorganismu v mnoha oblastech.
Jeden z fady divodt muize byt snadna vyména genetického materialu a pfenos Zivin mezi
bakteriemi. Diky schopnosti tvorby biofilmt pfezivaji i na jinak ne zcela vhodném prostiedi,
jako jsou jiz zminéné potravinaiské stroje. Biofilm je velice odolna struktura, ktera odolava
desinfek¢nim prosttedkiim a biocidiim. Jelikoz je tvotfen z velké ¢asti vodou, brani se tak i

vyschnuti.

Biofilmy se vytvaii na mistech, kde neni dostate¢na hygiena zatizeni a povrchi, které
se dostavaji do styku s potravinami. Pii vyrobé potravin nebo jejich baleni mize dochazet
K uvolnéni a kontaminaci produktt z té€chto ptistroji. Pokud k tomu dojde, hrozi kontaminace
potravin, snizeni jejich trvanlivosti a zvySeni rizika pfenosu bakterialnich infekci, v naSem

ptipadé listeridzy. (SILHOVA-HRUSKOVA L., 2016)

Pro kontaminaci sta¢i pouze kratka kontaktni doba, kdy se bakterie ptipoji. Listérie pro

ptipojeni na povrchy vyuzivaji proteiny, bi¢iky, fimbrie a membrany.

Bylo prokazano, ze sérotypy mohou mit také vyznamny dopad na chovani tvorby
biofilmu. Sérotypy 1/2a a 1/2b vytvaieji vice biofilmu nez sérotyp 4b, kdy se tyto sérotypy
kultivovaly v médiu bohatém na Ziviny. V médiu S nizkou vyzivou byla schopnost tvorby
biofilmu podobna u sérotypti 1/2a a 4b, ale zaroven nizsi nez u sérotypu 1/2b. Celkova tvorba

biofilmu vsak neni sérotypem nijak ovlivnéna. (KOCOT A. M., 2017)
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4.2.1 Jednotlivé faze tvorby biofilmu

Prvni faze tvorby biofilmu zahrnuje reverzibilni adhezi. Pokud se bakterie nachazi nad
50 nm od povrchu, za¢inaji probihat gravitacni, elektrostatické sily a van der Waalsovy sily,
které napomahaji k integraci. V tomto stadiu se nejvétsi vyznam pro adhezi pfipisuje bi¢ikiim
a fimbriim. Bylo prokazano, Ze na této pocatecni adhezi se podili i extracelularni DNA, ktera

se také podili 1 na celkové organizaci biofilmu.

Druhym stupném je irreverzibilni adheze, kterd je indukovana silnéj§imi interakcemi
na povrchu bakterii. Tato interakce ma jest¢ mensi vzdalenost od povrchu, mensi nez 1,5 nm.
Adheziny, nebo téz nazyvané ligandy, jsou vystaveny na povrchu bunék. Ligandy umoziuji
vytvofeni vazby, ktera funguje na principu kli¢e a zamku mezi bakterii a povrchem. Tato adheze
je navic doprovazena sekreci exopolysacharidu, ktera obklopuje vytvotfeny biofilm, diky némuz

muze probihat pfenos genetického materidlu a ptenos zivin.

Predposlednim krokem je tvorba mikrokolonii a zvétSeni objemu biofilmu. Tvofi se zde

charakteristicka architektura biofilmu neboli zrani biofilmu.

Kone¢nym krokem je disperze bakterii do prostfedi, a to diky vytvofeni pfili§ husté

vrstvy biofilmu. (KOCOT A. M., 2017) (GUILBAUD M., 2014)
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5 VYSKYT

Nejcastéji vyskytovanou a zkoumanou listérii je Listeria monocytogenes. Primarni cesta
ptenosu listérie na ¢loveéka je pomoci konzumace kontaminovanych potravin. Statistiky ohledné
listérii, které se konaly v roce 2007, se vy¢islily na incidenci 0,3 ptipadi/100 000 obyvatel v EU
a 0,5 p¥ipadi/100 000 obyvatel v CR. Zavaznost této potravinové zoondzy spoéiva ve vysokych
umrtnostech az do vySe 30 %. Tyto bakterie Ize izolovat z riznych zdroji, jako je puda, rostliny,
voda, silaz a krmiva, stejné jako z prostiedi v potravinafstvi a potravin obecné. Listeria
monocytogenes ma dulezité charakteristiky jako je tolerance k vysokym koncentracim soli a
nizkému pH. Pfitomnost listérie v potravinach je mimo jiné spojena se schopnosti pietrvavat
Vv prostiedi potravinaiskych rostlin a tvorbou biofilmu na povrchu zafizeni, kterd slouzi ke
zpracovani potravin. Nemoc se mtize vyvinout po konzumaci obsahlé skaly potravin, jako jsou

mlécné vyrobky, masné vyrobky, lahtdky a zelenina.

V nékterych zemich maji pravni predpisy nulovou toleranci na pfitomnost Listeria
monocytogenes Vv potravinach, jako je napfiklad v USA. V zemich EU byla natizenim Komise
(ES) €. 2073/2005 stanovena pro maloobchodni trh hranice niz§i nez 102 CFU/g pro potraviny
piipravované k pfimé spotieb¢, kdy tento limit je povazovan za bezpecny pro spotiebitele.
Pro zdravé lidi je infekéni davka 108 CFU/g, ale u citlivych osob je infekéni davka 10%-103
CFU/g. (GELBICOVA T., 2009)

Nejvyssi amrtnosti zpusobena listeriozou, je datovana od roku 1964. Tato nemoc
s nejvy$si imrtnosti postihla zejména USA, Cinu, Dansko a Spanélsko. Piehled Gimrtnosti

V téchto zemich je znazornén v tabulce €. 1.

Zemé Rok Mira aumrtnosti [ %]
USA 2009-2011 17,6
Cina 1964-2010 26
Dansko 1994-2003 21
Spanélsko 2011 20-30
Malorka 2002-2012 25
Madrid 1986-2007 24,3
Barcelona 2011 14

Tabulka 1 — Mira umrtnosti souvisejici s Listeria monocytogenes (BRYCHTA J., 2015)
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5.1 Nalezy v Ceské republice

Po zkoumani v letech 2004-2008 byla Listeria monocytogenes detekovana v 55 z 2180
analyzovanych vzorkd potravin. Nejcastéjsi vyskyt byl u lahtidkovych vyrobkt, jenz cinil
5,2 %, u masnych vyrobka ¢inil 3,4 % a u mléénych vyrobki 1,8 %. V Ceské republice byla
také zjiSténa tato bakterie u uzenych ryb, ktera se vyskytovala u 1,7 % téchto rybich produkti.
Dulezitou informaci je to, Ze nikdy nebyl ptekrocen limit poctu 102 CFU/g.

V obdobi studie byla Listeria monocytogenes detekovana ve 36 neboli 3,4 % vzorcich
masa. Proto byla pozornost zaméfena na charakterizaci izolat ztéchto druhli zbozi.
Nejcastejsim sérotypem byl 1/2a, v procentualnim zastoupeni 44,4 %. Nasledoval 1/2¢ s 19,4
% a 1/2b s 16,7 %. Takové zastoupeni se objevilo i u balenych ryb a hovéziho masa v Litvé,
coz znaci fakt, Ze takovéto sérotypy jsou nejzastoupenéjsi u kontaminovanych potravin bakterii

Listeria monocytogenes.

Ttiatficet izolatt Listeria monocytogenes bylo ziskano 83 % z krajenych produktt
masnach vyrobki. Takovato kontaminace produkta nastava jiz ve vyrob¢ nebo také v disledku
nasledné manipulace, skladovanim nebo distribuci potravin. Kontaminace ve vyrobé je
bakterie mezi povrchem tohoto krajece a produktem. Tato kontaminace se stala v roce 2008
v Jablonci nad Nisou, v jednom supermarketu, kdy byla Listeria monocytogenes objevena
v salamu Vysoc¢ina, Herkules, Turista, Gothaj a v kriiti Sunce. (BERZINg, 2009)

Analyza se provadi i u pasterovanych kravskych mlék, zralych syrd, zmrzlin a u masla.
Nejzajimavejsi detekce Listeria monocytogenes byla ve zmrzlinach a v modrém syru neboli
Niveé. Nejvyssi mira detekce byla v roce 2006 a 2007, kdy ke kontaminaci doslo jiz pfi vyrobé
Nivy. VSechny analyzované kmeny byly zafazeny do sérotypu 1/2a a byly klonaln¢ identické,
coz znali stejny pulzotyp, vtomto piipadé pulzotyp 719. Urceni pulzotypi je provadéno

metodou pulzni gelové elektroforézy, ktera se znaci zkratkou PFGE.

Vsechny vysledky naznacuji opakovanou kontaminaci zralych syri po dobu nékolika
let a moznou pfitomnost pretrvavajicich kmend Listeria monocytogenes ve vyrobnim zavode¢.
Az vroce 2008 byly vSechny vzorky Nivy negativni, pravdépodobné z diivodtii napravnych
opatieni v mlékarné. (GELBICOVA T., 2009)

32



5.2 Nalezy v Polsku

Listeridoza byla zaznamenana ve vétsi mife i v Polsku v roce 2012, kdy se Listeria
monocytogenes objevila ve velkém mnozstvi u ryb a rybich produkt. Primérna spotieba ryb
na obyvatele v Evropské unii ¢inila 23,9 kg a v Polsku byl tento primér 12,0 kg na ¢lovéka.
| kdyz se jednalo o niz§i priimér nez v Evropské unii, tak to mélo taktéZ neblahy dopad na zdravi

obyvatel Polska, ktefi tyto kontaminované ryby konzumovali.

Evropsky ufad pro bezpecnost potravin uvedl, Ze pocet nizkych epidemii listeridzy
je spojen s nizsi spotiebou ryb a rybich produkt ve srovnani s jinymi potravinami v Evropé.
V roce 2014 bylo identifikovano na 2161 ptipadt lidské listeriozy v EU, z toho bylo 210
smrtelnych, zptsobenych pravé nemoci listeriézou. V Polsku bylo pouze 86 piipadi za rok

2014 a v roce 2013 to bylo pouhych 58 ptipadii spojenych s listeridozou.

Celkové bylo v Polsku 57 z301 vzorkli pozitivnich na Listeria monocytogenes
izolovano z Cerstvych uzenych ryb, coz ¢inilo 18,9 %. Nejcastéji byly bakterie objeveny u
Cerstvého 10s0sa, s 32,0 % a uzeného lososa, s 33,8 %. Objeveny byly i u Cerstvé tresky, s 31,8
%. Pouze tfi vzorky uzeného lososa byly kontaminovany bakteriemi nad 100 CFU / g.
Nejcastéji nalezenym sérotypem byl 1/2a-3a, které se nalezly ve vzorcich motskych a
sladkovodnich ryb. 33 kment téchto sérotypt bylo zjisténo u vzorki motskych ryb a 7 izolatd
u sladkovodnich ryb, coz dohromady ¢inilo 70,2 % tohoto sérotypu. Podobna prevalence byla
i u sérotypu 1/2b — 3b — 7, ktera byla identifikovana u 11 moiskych a 3 sladkovodnich ryb.
Vsechny izolaty obsahovaly 10 gent s virulenci obsahujici InlA, InIB, InlC, InlJ, plcA, plcB,
hlyA, acta a mpl. VétSina z nich taktéz obsahovala flaA. (WIECZOREK K., 2017)

5.3 Nalezy na Slovensku

Na Slovensku se v letech 2011 — 2014 zacaly shromazd’ovat vzorky z riznych
potravindiskych oblasti, jelikoz bylo hldSeno mnoho piipadl listeridozy. Nejvétsi pocet
listeriozy na Slovensku byl v roce 2011, kdy nemoc postihla 31 lidi. Pro analyzu bylo piijato
639 vzorkl, znichz 216 vzorkl zkontaktnich oblasti s potravinami a 283 z oblasti
potravinarského kontaktu a vybaveni, do n¢hoz pattily i rukavice, ptikryvky, stény, podlahy,
krmiva a mnoho dalsich materiald. Zbylych 140 vzorkid bylo odebrano z mléka, hrudkového
syru a syru bryndza.

Z celkového poctu izolovanych vzorkd bylo 3,1 % neboli 20 vzorkl pozitivnich
na Listeria monocytogenes. Listeria ivanovii byla detekovana pouze ve dvou vzorcich,

ale v 309 dalsich vzorcich byly detekovany dalsi druhy listérii.
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K detekci byla pouzita metoda dle ISO 11290-1, kdy bylo zahrnuto obohaceni
ve Fraserove bujonu na 24 hodin pii 30 °C. Po inkubaci v bujonu se ockovalo na chromogennim
ALOA agaru za u¢elem ziskani dobie izolovanych kolonii. Po aplikaci PCR metody pro zjisténi
sérovaru a typizaci PFGE na izolaty, v tomto piipadé na izolaty Listeria monocytogenes, byla
zjiSténa vysoka kmenova rozmanitost, coz znaci kontaminaci pochézejici z vnéjsiho prostiedi.

(VEGHOVA A., 2015)

5.4 Nalezy v Némecku
Nejvetsi nalezy probihaly v Némecku od roku 2012 do roku 2015, kdy bylo v Némecku

izolovano 793 izolatd. Na tyto izolaty bylo ozndmeni nemoci listeridzy.

Celkem bylo zaznamenano 66 epidemickych ptipadt, kdy pouze v roce 2015 bylo
28 piipadd. Ctyfi ptipady, z celkovych 66 byly spojeny s téhotenstvim a ostatnich 62 tvofili
pacienti, ktefi nemohli byt spojeni S téhotenstvim, jelikoz to byli muzi. Nejvice bylo postihnuto
listeriozou 38 seniord, nad 70 let Zivota. Ve skupiné osob ve véku 18 az 69 let bylo nakaZzeno
23 osob a jedno dvouleté dité. Sest 0sob onemocnénim podlehlo, pii¢emz tii prokazatelné

na listeridézu.

V jiznim Némecku bylo zaznamenano nejvice ptipada listeridzy, které se vySplhaly
az k 60 % tmrtnosti a od roku 2012 byly pozorovany lidské izolaty Listeria monocytogenes se

sérotypem 1/2a.

Vsechny izolaty byly testovany pomoci PFGE pro klonélni vztahy. (RUPPUTSCH W.,
2015)

5.5 Nalezy v Rakousku

V Rakousku se objevila nemoc listerioza v roce 2011 a ta se objevovala az do 1éta roku
2013, kdy doslo k sedmi lidskym ptipadim listeridzy. Diky pulsni gelové elektroforéze byl vice
prozkouman sérovar 1/2b, jenz se stal v roce 2012 dominantnim kmenem listérii, ktery se

nachézel ¢im dal vice u izolatl z potravin.

Analyza listérii v tomto obdobi ukédzala sedm lidskych pfipadl invazivni listeriozy,
zpusobenych Listeria monocytogenes, se sérovarem, téz nazyvanym klastrem 1/2b. Tento klastr
se objevil u Zen s primérnym vékem 75 let a dva pfipady mély fatalni nasledky. Listérie byly
izolované z masnych a mléénych vyrobka, jakozto z platki veprové Sunky, mékkého syra a

cerstvého ovEiho syra.
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Po zjisténi primarni kontaminace potravin se zavedla kontrola a testovani kazdé vyrobni
Sarze ve vyrobn¢ dané kontaminované potraviny. V piipadé masny byla ndkaza odstranéna
vycisténim kontejneru na krajeni masa, ktery byl enviromentalnim dozorem identifikovan jako

mozny zdroj kontaminace listérii. (SCHMID D., 2014)
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6 NORMY
6.1 Norma EN ISO 11290 (560093)

ISO je celosvétova federace narodnich normaliza¢nich organti. Technické vybory ISO
piipravuji mezinarodni normy. Tuto praci mohou provadét 1 mezinarodni organizace, vladni
I nevladni organizace ve spolupraci s ISO. ISO téz uzce spolupracuje s mezinarodni
elektrotechnickou komisi, ktera ma zkratku IEC, na vSech =zalezitostech ohledné

elektrotechnické normalizace.

6.1.1 Zru$ena norma: Norma CSN EN ISO 11290 (560093)

Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda priikkazu a stanoveni poctu
Listeria monocytogenes — ¢ast 1: Metoda pritkkazu. Tato norma byla schvalena od roku 1999
a jeji funkcnost byla azdo 1. 1. 2018, kdy byla zrusena. Norma je Ceskou verzi evropské normy
EN ISO 11290:1996, ktera ma status technické normy. ISO 11290 sestava ze dvou casti, kdy

prvni ¢ast je S nazvem: Metoda prikazu. Druhd ¢ast nese nazev: Metoda stanoveni poctu.

V tvodu normy se upozorfiuje na to, ze vzhledem k velké riznorodosti vyrobkd, které
jsou potravinami a krmivy, nemusi byt tato horizontalni metoda ve vSech detailech pro vSechny
vyrobky vhodna. Pro nékteré vyrobky je nezbytné pouzit odlisné metody. V Zavéru je uvedeno
Varovani: Z hlediska ochrany zdravi laboratornich pracovniki je nezbytné, aby se zkousky k
prikazu bakterii rodu Listeria monocytogenes provadély vyhradné v laboratotfich k tomu tcéelu
vhodné vybavenych, fizenych zkusenym mikrobiologem a za podminky, Ze s veskerymi
inkubovanymi materidly se naklada s velkou opatrnosti. Zvlast' se doporucuje, aby s kulturami
Listeria monocytogenes nepracovaly té¢hotné Zeny. Prvni ¢ast normy specifikuje horizontalni
metodu pritkazu Listeria monocytogenes. Se zohlednénim omezeni, ktera jsou diskutovana v
Gvodu, plati tato prvni ¢ast (CSN EN) ISO 11290 pro vyrobky uréené k lidské vyzivé nebo ke
krmeni zvifat. Princip metody i postup pfi provadéni normalizované zkousky je podrobné
popsan. Norma tedy stanovuje zdkladni postupy pro stanoveni mikrobidlniho kontaminantu

potravin vyznamného pro hygienu vyzivy.

Norma byla rozsahla, mé¢la 28 stran formatu A4. Byla i moznost vyhledani v ¢eském

jazyce. [CSN EN ISO 11290-2 (560093), 1999]

6.1.2 Nové vydani: CSN EN ISO 11290 (560093)

Mikrobiologie potravinového fetézce — Horizontalni metoda pritkazu a stanoveni poctu

Listeria monocytogenes a Listeria spp. - ¢ast 1: Metoda prikazu. Tato norma nahrazuje
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predeslou normu, kterd byla popsana v podkapitole vySe. Byla schvalena 1. 12. 2017 a jeji
ucinnost nabyla 1. 1. 2018.

Anotace obsahu normy: Tento dokument, ktery uréuje horizontalni metody pro detekci
Listeria monocytogenes a detekci bakterii Listeria spp.. Dokument plati pro produkty uréené
k lidské spotiebé a krmeni zvifat a pro vzorky Zivotniho prostfedi v oblasti vyroby potravin
a zpracovani potravin. Nékteré dodatecné popsané druhy Listeria mohou byt touto metodou

zjistény nebo potvrzeny.
Zmeény v této norme, oproti piedeslé, jsou nasledujici:

e Primarni obohaceni vmédiu dle Frasera spoloviéni davkou antibiotik
se provadi inkubace po dobu 25 hodin + 1 hodina

e Sekundarni obohaceni v médiu dle Frasera spoloviéni davkou antibiotik
je nastavena inkubace na 24 hodin + 2 hodiny

e Fraseriv bujon s poloviéni ddvkou antibiotik a Fraseriv bujon mohou byt
chlazeny pted izolaci na selektivnim agaru po dobu nejvyse 72 hodin

e Pii skladovani izola¢nich desti¢ek mohou byt inkubované desticky chlazené
maximalné 2 dny pted pouzitim

e Mikroskopicky pohled pro potvrzeni je volitelny, pokud vsak izolacni agar
umoznuje rozlisit patogenni a nepatogenni Listeria spp.

e CAMP test a kataldza test jsou nepovinné

e Zahrnuti novych charakteristickych vykont

e Detekce bakterii Listeria spp. byla zahrnuta do rozsahu prace a nazev byl

odpovidajicim zptisobem zménén

Norma je rozsahla, obsahuje 52 stran formatu A4. Je dohledatelna pouze v anglickém
jazyce, ale jiz se pfipravuje k pievzeti do &eského jazyka. [CSN EN ISO 11290-2 (560093),
2017]
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7 METODY STANOVENI

Vzorky, které se pouzivaji pro stanoveni bakterii, se odebiraji z riznych zdroju,
jako jsou farmy, vyrobny, potravinové podniky a dals$i ndhodna enviromentalni prostiedi.
Odebirané vzorky jsou nejcastéji z mléka, syri a celkové mlécnych vyrobk, z fekalii, z vody
a riznych potravin. U mléka z krav, koz nebo ovci se vzorky odebiraji bud’ mechanicky nebo
rucné. Laboratorni prukaz listérii se provadi i zklinického materidlu, jako je likvor,
hemokultura, stolice, hnis, vytér z krku, plodova voda, mo¢, spojivkovy vak a punktat.

Nejcasteji se vzorky odebiraji v obdobi 1éta, kdy jsou listérie nejvice aktivni.

Ke sledovani virulence je mozné vyuziti zkousek in vivo na mysich, ¢i techniky in vitro,
které jsou provadény na tkanovych kulturdch nebo molekularné biologické metody, jako jsou
PCR, RFLP, Western blot analyza ¢i sekvence. Tyto metody moderni mikrobiologie vyuzivaji
principy z biochemie, imunochemie, biofyziky nebo molekularni biologic. Metody umoziuji

rychlejsi stanoveni bakterii ve srovnani s klasickymi kultivacnimi metodami.

Vsechny metody stanoveni zacinaji izolaci vzorkii. Nasleduje selektivni obohaceni
podle 1SO 11290. Vladni agentury, které je schvaluji jsou pro piiklad: Utad pro kontrolu
potravin a 1é¢iv (FDA), BAM nebo Ministerstvo zemedélstvi USA (USDA).

Vsechny laboratorni vySetfeni se provadi podle EN ISO 11290- 1,2. Zavedeni
modernich mikrobiologickych technik do téchto mezinarodnich ISO norem, které jsou
doporucované legislativou pro mikrobiologickou kontrolu potravin, je zdlouhava cesta a zavisi
ve velké mife na validacnich studiich, které potvrzuji spolehlivost naméfenych vysledku.

(DEMNEROVA K., 2012) (BRYCHTA J., 2011)

7.1 lzolace
Pied metodou stanoveni vzorkt bakterii se vzdy musi vzorky piipravit a izolovat. Podle

puvodu vzorku se pouziji metody izolace. Izolace a identifikace neni u listérii obtizna.

Izoluje se nejcastéji na krevni agar, kde je prokazatelné vidét hemolyza. Selektivni
pomnoZzeni se provadi v poloviénim Fraserové bujonu po dobu 24 hodin pii 30 °C. Sekundarni
pomnoZzeni se provadi ve Fraseru, S plnym obsahem antibiotik, na 48 hodin pii 37 °C. Po tomto
pomnozeni se listérie identifikuji vzdy nejméné na dvou pevnych selektivnich médiich, kdy

inkubace trva 48 hodin pii 37 °C.

U silné kontaminovaného materialu, jako jsou stolice, stéry z dutiny Ustni a poSevni
vytéry, se vyuzivaji selektivni piidy. Specidlni selektivni pidy pro listérie jsou napiiklad
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Listeria selective agar neboli PALCAM agar, na kterych je rtst ostatnich mikroorganismu
potladen, ALOA agar a OXFORD agar. (JANCOVA J., 2007)

Vsechny izolaty jsou podrobeny standardnim biochemickym zkouSkam, jako je
Grammovo barveni, test na katalazu, pohyblivost neboli motilita bakterii pii 25 °C a zaroven i
pti 37 °C, reakce s mannitolem a xyl6zou. Potvrzeni izolati se provadi méfenim dal$ich
biochemickych reakci, jako je hemolyticka aktivita neboli B-hemolyza pomoci CAMP testu.
Bakterialni izolaty jsou Kultivovany i v TSA agaru pii 37 °C po dobu 18 hodin. Izolaty jsou
naockovany na krevni agar, kde se inkubuji 24 hodin pii 37 °C za anaerobnich podminek.

(ATILE., 2011)

7.1.1 PALCAM agar
PALCAM agar je vysoce selektivnim médiem kvili pfitomnosti chloridu lithného,
Ceftazidimu, Polymyxinu B a Acriflavinu. Médium obsahuje dvoji indikator. Prvni z indikatort

je eskulin a citrat amonno-zelezity. Druhy indikator obsahuje manitol a fenolovou ¢erven.

Jako hlavni zdroj zivin pro organismy jSou pepton a glukédza. Dalsi slozkou média jsou
dextréza, Skrob a mannitol, které funguji jako energeticky zdroj. Pro udrzeni osmotické

rovnovahy slouZzi chlorid sodny.

Pokud listérie hydrolyzuji eskulin, dochazi k tvorbé ¢erné opalescence kolem kolonii
diky pfeméné eskulinu na eskuletin, ktery tvoii komplexy s zelezitymi kationty, coz vytvari

hnédé ¢ernou hald zonu kolem kolonii.

Listérie nekondenzuje mannitol, ¢imz je snadno rozliSitelnda od enterokokt
a stafylokokt, ktefi mannitol fermentuji. Pfi fermentaci mannitolu dochazi ke zméné agaru
z Cervené barvy na zlutou, na ¢emz ma zasluhu fenolova cerven, ktera indukuje zménu pH
média. Diky tomuto rozliSeni jsou listérie na agaru zelenoSedé barvy s hal6 zéonou kolem kolonii

a nezménénou barvou agaru.

Nachazi se zde i1 vajeény zloutek, ktery se do média pfidava pro pomoc pii oprave

poskozenych bunék. (HIMEDIA®, 2015)
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Obrazek 5 - PALCAM agar (E & O LABORATORIES LTD, 2018)

7.1.2 ALOA agar
ALOA agar je selektivni médium pro izolaci, vycet a identifikaci druhu Listeria

ze vzorki potravin.

Bujon se sklada z masového peptonu, kaseinového peptonu, kvasniéného extraktu
a glukozy, kdy vSechny tyto slozky jsou bohaté na ziviny. Pyruvat sodny a glycerolfosfore¢nan
hotecnaty slouZi pro ochranu pted letdlnimi u¢inky inhibi¢nich latek. V mnoha bujonech, tak
i v ALOA agaru, se nachazi chlorid sodny, ale navic i hydrogenfosfore¢nan disodny. Tyto dvé
latky slouzi jako pufrovaci systém bujonu. Chlorid lithny a siran hofe¢naty nalezi mezi inhibicni
latky, které inhibuji doprovodnou mikrofloru. Médium obsahuje Amphotericin, jenz inhibuje
rist kvasinek a jinych forem, které mohou byt ve vzorku pfitomny. Ceftazidim, sodna stl

kyseliny nalidixové a Polymyxin B siran inhibuji enterokoky a i jiné mikroorganismy.

Pro identifikaci Listeria spp. slouzi jako indikator tohoto média 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-D-glukopyranosid. Tento chromogen se $tépi B-glukosidazou, ktera je spole¢na
u viech druht listérii. Stépenim vznikaji modrozelené kolonie. Tento enzym obsahuji i jiné
mikroorganismy, jako jsou enterokoky, ale tyto mikroorganismy jsou inhibovany selektivnimi
Cinidly.

Listérie jsou schopny produkovat fosfolipdzové enzymy, ¢imz dokazi hydrolyzovat

fosfotidylinositol nebo lecithin v médiu a tim vznika neprithledny bily halo efekt kolem kolonii.

Pokud médium obsahuje fosfatidylinositol, prokazuje se Listeria monocytogenes, jelikoz
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ta produkuje fosfatidylinositol fosfolipaza C neboli PI-PLC, ktera detekuje dany substrat.
Alternativnim  pfidanim lecithinu, misto fosfatidylinositolu, lze detekovat aktivitu
fosfatidylcholinu-fosfolipazy C, ktera je spojena s virulenci listérii, ¢imz se znaci uzite¢nosti
indikatoru patogenity. Fosfolipdzové enzymy dokdzi produkovat pouze listérie ze skupiny
Listeria sensu stricto. (AES CHEMUNEX, 2008)

Obrazek 6- ALOA agar (DIAMEDICA, 2008)

7.1.3 OXFORD agar

OXFORD agar je selektivni identifikaéni médium pro izolaci a identifikaci listérii

Vv potravinaiskych a klinickych laboratofich.

Hlavni slozkou agaru je chlorid lithny, ktery ma za funkci inhibici enterokoku. Druhou
hlavni sloZkou agaru je akriflavin, jenz plsobi inhibicné na n&které gram-pozitivni a gram-
negativni organismy. OXFORD agar je méné vyzivnym agarem. Vyzivné slozky agaru jsou

pepton a skrob. Chlorid sodny zde ptlisobi pro udrzeni osmotické rovnovahy.

Na inhibici kvasinek jsou do média ptidavana antimikrobialni latky Cefoxitin, Kolistin,
Fosfomycin spolu s Amfotericinem. Jako indikator je ptitomen eskulin, ktery hydrolyzuji
listérie. Diky pfitomnosti citratu amonno-Zelezitym vede K reakci, kdy listérie hydrolyzuji
eskulin na eskuletin, ¢imz dochazi ke vzniku ¢ernych sraZzenin kolem linii. Tyto srazeniny jsou

komplexy, které eskuletin tvofi s zelezitymi kationty. (EO Labs-PP0630, 2018)

Nove nalezené listérie, jako Listeria fleischnmannii, byly izolované na OXFORD agaru,
kde mély kolonie hnédé az ¢erné, ale narostly az po dvou tydnech pii 4 °C. (BERTCH D., 2013)
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Oproti tomu Listeria booriae a Listeria newyorkensis narostly na tomto agaru

po 24 hodinach pfi 30 °C. Kolonie byly rozmazané, kulaté a cinové barvy s ¢ernou opalescenci

kolem kolonii. (WELLER D., 2015)

Obrazek 7- Listeria (OXFORD) agar (E & O LABORATORIES LTD, 2018)

7.2 VySetfeni sérotypu

Sérotypy jsou urceny pomoci skli¢kové aglutinace, na kterou se pouzivaji komeréné
dostupna antiséra, ale musi byt nasledné potvrzeny vysledek pomoci PCR metody. Na PCR
jsou pouzity PPP polymerasy a primery. (GELBICOVA T., 2011)

7.3 Chromogenni média

Vyraznym pokrokem, Vv oblasti kultiva¢nich metod, bylo zavedeni moderni kategorie
diagnostickych pud, do které spadaji chromogenni media. Chromogenni média dokazi odlisit
jednotlivé mikroorganismy na urovni jednotlivych rodi, ale i na Grovni specifickych druhi.
Rozliseni funguje na zakladé specifické reakce mikroorganismu se slozkami média, kdy se tato
reakce projevi odpovidajici barvou jejich kolonii. Jejich sloZeni neni znamo, a to z toho diivodu,

ze Si toto slozeni vyrobci ponechavaji v tajemstvi.

V soucasné dobé je na trhu celd fada chromogennich piid od rtiznych firem, které
od sebe dokazi odlisit i patogenni bakterii Listeria monocytogenes od Listeria ivanovii
a samoziejmé i od ostatnich nepatogennich druhii listérii, a to i s pouzitim jedné misky. Médium
nese nazev Listeria Agar a je vhodné pro izolaci, stanoveni poCtu a také identifikaci listérii ze

vzorki rtiznych potravin. Kultivace na této chromogenni pud¢ trva az 24 hodin.
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VeétSina chromogennich médii se stala zakladem soucasnych kultiva¢nich ISO norem.

(DEMNEROVA K., 2012)

7.4 TImunochemické metody

Imunochemické metody jsou zaloZzené na interakci mezi protilatkou a antigenem.
Pro stanoveni mikroorganismti se vyuzivaji bud’ monoklonalni, polyklonalni protilatky
¢i rekombinantni protilatky vytvofené proti antigennim strukturam, které jsou charakteristické
pouze pro rod Listeria. U monoklonalnich protilatek slouzi jako antigen virulentni protein
a u polyklonalnich mohou byt antigenem celé usmrcené buiiky. (DEMNEROVA K., 2012)
(BLAZKOVA M., 2005)

Imunochemické metody maji fadu vyhod, jako je rychlost a jednoduchost provedenti,
specifita, detekce bakterii v komplexni matrici, nendro¢né laboratorni vybaveni a relativné
I nizka cena. Jedina nevyhoda téchto technik je naro¢na ptiprava specifickych protilatek, které
maji vysokou afinitu k danému analytu. Kvalita téchto specifickych protilatek ve velké miie

ovliviiuje detekei.

Imunochemické metody jsou nejvice rozsifené v klinické biochemii, ale také v analyze
potravin a ve veterinarni medicin€. Pro vychytavani patogent ze vzorka slouzi magnetické
kulicky, které jsou celé¢ pokryté protilatkami. Patogeny jsou déle detekovany bud kultivaci

na chromogennim médiu nebo vyuzitim PCR se specifickymi primery.

74.1 ELISA

Enzymova imunoanalyza na pevné fazi, téZ nazyvand ELISA metoda, je jedna
Z nejCastéji vyuzivanych imunochemickych metod pro detekci bakterii. Pfi této metod¢
je protilatka pfipevnéna na pevny nosi¢ a poté¢ je pridan vzorek, ktery obsahuje buiky
mikroorganismll. Tyto mikroorganismy interaguji s navazanou protilditkou na nosicich.
Nenavazané mikroorganismy se nasledné odstrani a aplikuje se druha protilatka, ktera je jiz

znac¢ena enzymem. ELISA je v uspotadani tzv. sendvi¢ového formatu.

Aby metoda mohla hladce probéhnout, je nutné, aby dany antigen mél alespon dva
epitopy, které interaguji s protilaitkou. Pfed vlastni reakci je nutné namnozit bakterie
ve vzorcich potravin pomoci béznych kultiva¢nich metod. Stanoveni velkého mnozstvi vzorkl

se provadi metodou s pouzitim mikrotitraéni desticky. Tato desti¢ka je vyrobena z polystyrenu.

Kone¢na kvantifikaéni detekce je uskute¢néna enzymovou reakci, kdy se méfti intenzita

zabarveni. Pro jiz zmin€nou barevnost je nutné zabarveni bezbarvého substratu.
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7.4.2 Imunochromatografické testy

Imunochromatografické testy se téz nazyvaji LFIA. Tyto testy taktéz nalezi
do imunochemickych metod. V posledni dobé se tyto testy zacaly vyuzivat pro detekci riznych
latek. Vyhodou této metody je rychlé, nenarocné¢ a jednoduché piistrojové vybaveni, jez

A4

umoznuje realizaci V provoznich podminkach a nevyzaduje témét Zadné pracovni zkuSenosti.

Pro tuto metodu je zapotiebi nitroso-celulosova membréna, na kterou se nanasi
testovany vzorek. Vzorek po pfidani na tuto membranu nahle postupuje testem. Vzorek se
nejprve dostava do kontaktu s barevnym konjugatem, ktery ma na sob& navazanou protilatku,

kdy tento konjugat rozpusti a poté spole¢né vzlinaji danou membranou.

Je-li v8ak ve vzorku ptitomen antigen, coz zpusobi interakci S protilatkami a vytvari se
imunokomplex. Imunokomplex migruje porézni vrstvou nitro-celulosové membrany. Zapojuji
se zde kapilarni sily, diky kterym vzlina imunokomplex az k testovaci zoné. V této testovaci
zOn¢ interaguje se specifickymi protilatkami, které jsou imobilizované na membrané, coz

se projevi vznikem barevné linky v testovaci oblasti.

Ke kontrole funk¢nosti testu je na membrané pfitomna i tzv. kontrolni zéna. Na této
kontrolni z6n€ se nachazi imobilizovana protilatka, ktera je pfipravena proti imunoreaktantu
konjugovaném k barevné castici. Prebytek konjugatu vzlind az k této zon€ S naslednym

navazanim. Dalsi vytvofena linka potvrzuje spravné provedeni testu.

7.5 Molekularné biologické metody
Molekularné biologické metody jsou dalsi moderni metody pro stanoveni
mikroorganismi. Tyto metody jsou zalozené na principu fetézové polymerdzové reakce

a na znalosti genomu detekovaného mikroorganismu.

V reakci se pouzivaji ty Casti genomu, které jsou pro dany mikroorganismus
charakteristické. Detekce takové sekvence ve zkoumaném materidlu indikuje pfitomnost

konkrétniho mikroorganismu.

75.1 PCR

Metoda PCR neboli celym nazvem polymerazova fetézova reakce, je kvantitativni
enzymova metoda, umoznujici namnozeni ur¢itého tseku DNA in vitro. DNA se izoluje
ze vzorku ¢i Z celé kolonie. Pravé diky PCR metod¢ byly poprvé objeveny nové druhy listérii,

jako Listeria fleischmannii, Listeria marthii a Listeria rocourtiae. (BERTCH D., 2013)
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Prvnim krokem PCR je izolace DNA, kdy se odd¢li vldkna dvousroubovice pomoci
teplotni denaturace, kdy tato teplota pfesahuje 90 °C. Nasleduje hybridizace primeru
ke komplementarnimu useku DNA pii 45 — 65 °C a prodlouzeni pfipojeného primeru
termostabilni DNA polymerazou pii 72 °C, kdy probihd syntéza druhého fetézce. Primer

se znaci jako kratka sekvence nukleotidu.

DNA slouzi jako templat PCR, kdy jsou do reakéni smési pfidany primery, které jsou
specifické pro konkrétni mikroorganismus. Specifické primery jsou navrzeny tak, aby
na zékladé¢ znalosti sekvence genomové DNA a jejiho porovnani s DNA ostatnich
mikroorganismti, umoziovaly amplifikovat pouze takovy usek DNA, ktery je vysoce

specificky pro detekovany organismus.

Detekce nasyntetizovaného produktu neboli fragmentu DNA, ktery ma danou velikost,
spoc¢iva v obarveni tohoto daného produktu barvivem ethidium bromid nebo SYBR green
barvivem, kdy se barvivo vaze do dvouretézové DNA. Po obarveni nasleduje elektroforéza
v agar6zovém gelu a konecna vizualizace pod UV lampou. Mohou se také pouzit radioaktivné
nebo fluorescencné znacené primery, které se po elektroforetickém déleni detekuji pomoci

méfeni fluorescence nebo také autoradiograficky. (BLAZKOVA M., 2005)

Pozitivni reakce u PCR metody svédéi o ptitomnosti testovaného mikroorganismu,
pfipadné patogenu, V testovaném potravinovém vzorku. Nevyhodou je, Ze pozitivni vysledek
nic neiikA o mnoZstvi nebo poctu mikroorganismu v daném testovaném vzorku.

(DEMNEROVA K., 2012) (GELBICOVA T., 2010)

7.5.2 Real-time PCR

Diky této metod¢ se provadi detekce a kvantifikace mikroorganismu ve vzorku. Detekce
vznikajicich produkti probihd jiz v prabéhu vSech cyklia PCR a nikoli az po jejich skonceni.
Metoda zjistuje pritomnost a mnozstvi patogenu ve vzorku, kdy potvrzeni amplifikovaného
fragmentu DNA, o uréitém pocétu bazi, se zjisStuje pomoci fluorescencniho signalu.

Fluorescencni signal se zvysuje s narGstajici koncentraci DNA v reakéni smeési.

Zaznam sily fluorescenéniho signdlu zavisi na fluorescen¢nim ¢inidlu, kdy se pouzivaji
bud’ specifické nebo nespecifické sondy. Specifickd sonda je takovd sonda, ktera ma

fluorescenéné¢ znacenou synteticky pfipravenou kratkou sekvenci nukleotidl, kterad

Mrwe

hledanym usekem nukleové kyseliny stanovované bakterie a sondou, ktera je Sté€pena
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polymerasou béhem elongace fetézce. Nespecifickd sonda je takova sonda, ktera se vaze

nespecificky do dvoufetézové DNA. Ptikladem takové sondy je SYBR green.

wrwve

neboli poé¢tem molekul dvouietézové DNA. Tato rychlost nartstu fluorescence je imérna poctu

kopii genu, ktery je typicky pro sledovany mikroorganismus v templatu DNA reakce.

Pro presnost kvantifikace je dilezité sestrojit kalibra¢ni kfivku ze standardnich vzorkt
0 znamém mnozstvi bun€k a prahovy cyklus, coz je cyklus, ve kterém je jiz méfitelny nartst
fluorescence ve vzorku. Z téchto dvou veli¢in lze nasledné uréit pocet kopii DNA daného
mikroorganismu v neznamém vzorku. (DEMNEROVA K., 2012)

7.5.3 Metoda RFLP

Pro rychly screening potencialné neinvazivnich kmend Listeria monocytogenes
je mozno vyuzit metodu RFLP neboli polymorfismus délky restrikénich fragmenti. Tato
typizacni metoda je dostupnd a Casové nenaro¢nd. Umoziuje orientacni screening potencialné

invazivnich kmenu.

Vzorky, které se pouzivaji pro metodu RFLP, jsou napftiklad vzorky z mléka, syri
a z pisti od riizn¢ velkych nadrzi. Tyto vzorky jsou analyzovany podle postupii AOAC, coz je
Sdruzeni oficidlnich zemédé€lskych chemikt. Vzorky z vody, rGznych fekalii, potravin
a enviromentalniho prostiedi jsou analyzovany podle metod na pfitomnost Listeria spp. pomoci
selektivniho obohaceni a izola¢nich protokolti ministerstva zemédélstvi. (GELBICOVA T.,
2010)

Tato experimentalni Cast byla provadéna s kmeny, které pochazely ze sbirky Narodni
referenéni laboratofe pro listérie. Pfi vySetfeni bylo pouzito 151 kmend Listeria
monocytogenes, z nichZ bylo 38 humannich, 101 potravinovych a 12 kment, které pochazely
z vnéjsiho prostiedi. Pred provedenim typizace byly kmeny oziveny vyockovanim na krevni

agar.

K detekci gentll virulence byla pouzita kombinace ¢ty PCR. Prvni detekce prfA a plcA,
druha detekce LLO a actA, tteti detekce plcB a posledni ¢tvrta detekce InlA, InIC, InIB a InlJ.
Vsechny reakce se setkaly sprimery syntetizovanymi firmou Generi Biotech, z Ceské

republiky.

Polymorfismus genu InlA byl sledovan metodou PCR-RFLP s vyuzitim primert seq01

a seq02, kdy amplifikovany produkt InlA byl Stépen restrikéni endonukleasou Alul.
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Polymorfismus znaci existenci dvou a vice variant gend v jednom lokusu. Prvni cyklus trval
4 minuty pii 94 °C, nésledovalo 30 cykli pii 94 °C po dobu 30 sekund, 52 °C po dobu jedné
minuty, 72 °C po dobu 2 minut 30 sekund a zavére¢ny krok pii 72 °C po dobu 7 minut. Detekce
produkti a fragmenttt PCR-RFLP byly separovany elektroforézou v 1,5 — 3,5 % agarovém gelu
s nasledujicim obarvenim cel v roztoku ethidiumbromidu a vizualizaci pod UV svétlem. (ATIL

E., 2011)

V tabulce €. 2 jsou popsany dva typy kmene: invazivni a neinvazivni, Které maji i rizné

puvody, jsou bud’ humanni, z potravin nebo z prostiedi a nejvice objevované sérotypy, coz jsou
1/2b, 4b, 4d, 1/2a, 1/2c.

Vyuziti PCR-RFLP umoznuje detekci polymorfismu genu internalinu A pro screening
kmend Listeria monocytogenes s rtznou schopnosti vnikat do epitelidlnich bun¢k. Byla
prokdzana souvislost mezi jednotlivymi RFLP profily a sérovymi skupinami. U kmen linie I,
do které patii sérotypy 1/2b, 4b a 4d, byl detekovan pouze RFLP profil 2. Kmeny Listeria
monocytogenes linie 11, kterym nalezi sérotyp 1/2c a 1/2a, patii k RFLP profilam 1, 3,4 a 5.

Z tabulky lze dale vycist, ze z celého souboru testovanych kment bylo 52,3 %
invazivnich kmenu s profilem 2 a 3, u kterych byl prokazan funk¢ni internalin A s molekulovou
hmotnosti 80 kDa. RFLP profil 5, ktery je také spojovan s produkci funkéniho internalinu A,
byl detekovan pouze ojedinéle, a to s 6,3 %. Potencialné patogenni izolaty Listeria

monocytogenes pochazely i z environmentalnich zdroju.

K RFLP profilim 1 a 4, patficim mezi potencialné neinvazivni kmeny, je
spojovana produkce zkracené formy internalinu A. Maji snizenou schopnost vstupovat

do epitelialnich bunek tkanovych kultur.

Mezi tyto kmeny patiilo 66,7 % kmentd z vnéjSiho prostiedi a 43,6 % potravinovych
kment Listeria monocytogenes.

Kmeny s profilem 1 a 4 nemaji pouze zkracené formy internalinu A, mohou také
produkovat jeho funkéni formu. To znamena, ze u 42,1 % humannich kmen, které byly ziskany

z listeriozy, byly rovnéz detekovany pravé RFLP profily 1 a 4.

U profilu 4 nalezi kmeny se sérotypem 1/2a a 1/2c, kdy u sérotypu 1/2¢ neni zadny
kmen, nepodilejici se na invazivni form¢ listeriozy u lidi. U kmend sérotypu 1/2a a 1/2¢, u
kterych jsou detekovany profily, které jsou Spojovany s niz§i invazivitou Listeria

monocytogenes, je k prokazani virulence nutna kombinace metody RFLP s dal$imi technikami
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nebo jeji ptipadna optimalizace. Optimalizovat ji 1ze moznym zesilenim delsiho fragmentu
internalinu A, ktery ma vyss$i obsah bodovych mutaci, ¢i pouzitim dalSich restrikénich

endonukleas.

Nositelé mutaci, které vedou ke vzniku zkraceného internalinu A, jsou nejcastéji kmeny
Listeria monocytogenes, pochazejici Castéji z potravin nez od lidi. Na vzniku humannich
listerioz se vSak mohou podilet i kmeny Listeria monocytogenes sérotypu 1/2a a 1/2c,
s bodovymi mutacemi genu internalin A. (GELBICOVA T., 2011)

Typ kmene RFLP profil Geneticka linie Sérotyp Pivod Pocet kment
huménni 8
2 I 1/2b poha\'m},’i 28
prostiedi 0
huménni 8
2 I 4b potraviny 17
prostiedi 2
huménni 0
Invazivoi 2 I 4d potraviny 3
prostiedi 0
huménni 5
3 I 1/2a potraviny 6
prostiedi 2
humanni 1
3 I 1/2a potraviny 3
prostiedi 0
huménni 11
1 I 1/2a potraviny 11
prostiedi 6
L huménni 3
E;ﬁiﬁ;ﬂfi 4 i 1/2a potraviny 11
prostiedi 2
huménni 0
4 I 1/2¢ potraviny 22
prostiedi 0

Tabulka 2 - Pivod testovanych kmeni s uvedenim jejich sérotypu a RFLP profilu
(GELBICOVA T., 2011)

7.5.4 Genotypizacni metody

Genotypizacni metody jsou dal$i z molekularné biologickych metod, které se uzivaji
ke zjisténi miry pfibuznosti mezi jednotlivymi izolaty dané¢ho druhu ziskanymi z riznych
zdroji @ v rizném case. Genotypizacni metody mohou byt zaloZzeny na S$tépeni DNA
restrikénimi endonukleasami, Snaslednym rozsifenim ziskanych fragmentti pomoci PCR,
na zvétseni usekl ohrani¢enych repetitivnimi sekvencemi, pomoci PCR nebo na amplifikaci

fragmentii ndhodnymi primery.
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Mnozina ziskanych fragmentli je poté analyzovdna z hlediska jejich pfitomnosti
¢1 nepfitomnosti u jednotlivych izolata, kdy mira shody je mirou jejich pfibuznosti. Srovnani
sekvenci vybranych konzervativnich genti vyuziva metoda MLST (Multi-Locus Sequence
Typing). Tato metoda byla pouzita i pii pruzkumu listeriézy v Rakousku a na Slovensku.
(DEMNEROVA K., 2012)

Metody typizovani na bazi molekularni biologie se stale Castéji pouzivaji k detekci
zdroj kontaminace a cest, které ke kontaminaci vedou potravinovym fetézcem pomoci Listeria

monocytogenes.

Casto pouzivanou metodou, s Vysokou reprodukovatelnosti, je makro-restrikéni analyza
bakterialniho genomu, ktera je provedena in situ, po niz nasleduje pulzni gelova elektroforéza,

ve které se uruje hlavné pulsotyp listérii. (WIECZOREK K., 2017)

7.5.5 Pulzni gelova elektroforéza - PFGE

Pulzni gelova elektroforéza je metoda, ktera umoziuje efektivni déleni dlouhych usekt
molekul DNA, které jsou vétsi nez 15 kb. Mohou byt velké az n¢kolik Mb. Nejvétsi molekula
DNA byla prozatim o0 velikosti 10 Mb. K separaci se pouziva elektrické pole, nebo téz zmény
elektrického proudu béhem elektroforézy, které periodicky méni smér gelové matrice.

V soucasném obdobi vysoce vykonného sekvenovani hraje PFGE diilezitou roli v genomové

analyze. (WANG C.-X., 2013)

Pulzni gelova elektroforéza se pouziva na vySetfeni molekularni subtypizace
mikroorganismi. Nejvice vySetfovanou molekularni subtypizaci jsou pulsotypy. PFGE

poskytuje kombinovanou analyzou riizné typy makro-restrikénich profilt.

V roce 2017 bylo provadéno vysetieni pulsotypu, kde bylo zjisténo, ze by pulsotypy
mohly byt seskupeny do 6 riznych shluka neboli klastrd, I-1V.

Shluk I zahrnuje 7 pulsotypti, které maji 73,6 % podobnost. Tento klastr zahrnoval 12
izolati Listeria monocytogenes s molekularnimi sérotypy 1/2a-3a a jeden kmen klasifikovany
jako 1/2c. Ztéchto izolatd bylo né€kolik rezistentnich vuci antibiotiku ceftriaxonu,

klindamycinu nebo oxacilinu.

Klastr IT m¢l podobnost 75,7 % a zahrnoval 14 kment, které mély sérotypy 1/2b-3b-7.

Z klastru Il byly kmeny rezistentni hlavné k oxacilinu a ceftriaxonu.
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Klastr 111, s podobnosti 79,6 %, mél pouze dva kmeny se sérotypem 4b-4d-4e, které byly

charakterizovany rezistenci vuci ceftriaxonu, oxacilinu a stéedni rezistenci vié¢i klindamycinu.

V klastru IV byly izolovany kmeny 1/2a-3a, s podobnosti 70,7 % a tizce souvisely s kmeny

skupiny V, ktera se fadi mezi nejpocetnéjsi klastry.

Klastr V, s podobnosti 84,3 %, se sérotypem 1/2a-3a, vykazoval rezistenci na oxacilin.

Tento shluk byl izolovan z riznych druht ryb.

Posledni skupinou kmeni je klastr VI, ktery mél podobnost pouhych 64,4 % a zahrnoval
pouze 3 kmeny se sérotypem 1/2a-3a. Posledni klastr byl izolovan z uzeného lososa a ¢erstvého

pstruha.

Separace probiha na zékladé rozdilnych velikosti molekul. Krat$i molekuly gelem putuji
vyrazné rychleji, kdezto molekuly o dlouhém useku DNA putuji gelem pomaleji.
(WIECZOREK K., 2017)
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8 ZAVER
Ve své bakalaiské praci jsem se vénovala rodu Listeria a jeho novému taxonomickému
rozd&leni. Objasnila jsem historii listérii, rozdéleni, patogenitu, vyskyt listérii v Ceské republice

a v okolnich statech. Nakonec jsem se zamétila na metody pouzivané pro jejich identifikaci.

Listérie jsou gram-pozitivni tyCinkovité, anaerobni bakterie. I kdyz nepatii mezi
mikroorganismy, které tvoii spory, patii mezi mikroorganismy, které tvoti biofilmy. Praveé diky
biofilmim se nachdzeji na rtiznych mistech, nej¢asteji na strojich potravinatského prumyslu,
kde pteziji 1 n€kolik let. Do tohoto rodu patii pouze dvé listérie, které jsou patogenni
pro clovéka a pro zvirata. Listeria monocytogenes, ktera muze zpusobit septikémii,
gastroenteritidu, infekci centralni nervové soustavy, ale i samovolné potraty nebo postizeni
plodu. Druha patogenni listérie je Listeria ivanovii, ktera je spiSe patogenni pro zvifata. Jsou

ale i piipady, kdy se objevila u lidi.

Rod Listeria zahrnuje v sou¢asné dobé 17 uznanych druhti a jeden druh listérie, ktery
neni plné probadany. Byla objevena v nedavné dob¢ a prvni publikace o této nové listérii, ktera
se nazyva Listeria constaricensis, se objevily teprve v roce 2018. Listérie se dale rozdélily do
dvou skupin. Rozdéleni prob&hlo pomoci spole¢nych genotypovych a fenotypovych vlastnosti

kazdého druhu. Tyto skupiny se nazyvaji Listeria sensu stricto a Listeria sensu lato.

Listeria sensu stricto je starsi skupinou, do které patii 6 druhl. Pravé v této skupiné jsou
jediné dvé patogenni listérie. VSechny listérie, krom jedné, nalezici do této skupiny byly
popsany pied rokem 1985. Jedina Listeria marthii byla popsana roku 2010, a tudiz je zafazena

mezi nejnoveji nalezené listérie, ve skupiné Listeria sensu stricto, za poslednich deset let.

Listeria sensu lato je novéjsi skupinou. Patii sem 13 novych druhd, véetné Listeria
constaricensis. Tato skupina se déli na tfi rody - Murraya, Mesolisteria a Paenilisteria. Cela
skupina Listeria sensu lato neni patogenni, pohybliva, kromé jediné pohyblivé listérie, kterou
je Listeria grayi. VSechny druhy jsou schopné redukovat dusi¢nany na dusitany, kromé Listeria

floridensis.

K nejcastéjsimu prokazani novych druhi listérii na selektivnich chromogennich agarech
slouzi OXFORD agar, na kterém se nové druhy listérii ockuji. Jelikoz sensu lato netvori
hemolyzu je krevni agar pro prikaz zbyte¢ny. Nové druhy listérii se prokazaly fylogenetickou
analyzou, kterd se provadi molekularné biologickymi metodami. Molekularné biologické

metody vyuzivaji znalosti genomu mikroorganismi, coz je dilezity bod pro detekci
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mikroorganismit a rozfazeni do nalezitych skupin. Nejcastéji pouzivané molekularné
biologické metody jsou PCR metoda, Real-time PCR a genotypizatni metoda. Diky
molekularné biologickym metodam byl zjistén genom jednotlivych druht novych listérii, které

se dale mohly pfifadit do skupin.

V budoucnu by bylo mozné rozdélenti listérii diky prukazu fylogenetické analyzy, ktera
pfifazuje rizné podobnosti genovych sekvenci k jiz objevenym druhtm listérii. Fylogeneticka
analyza u rodu Listeria je zalozena na 16S rRNA, u které se zjist'uje nejvyssi sekvenéni
podobnost s jiz identifikovanym a zafazenym druhem. Mezi dalsi dualezité prikazy nalezi

celkova genomova sekvencni analyza a biochemické testy.

Jelikoz nové nalezené druhy listérii maji vzdy podobnost k n¢jakému jiz znamému
druhu, ptedpokladam, ze v budoucnu by se mohly objevit i dalsi nové druhy. Bylo zjisténo,
ze nepatogenni druhy se vyvinuly z patogennich druhl ztratou genu pro patogenitu. Jsem
presvédéena o tom, Ze pii dalsich ztratach riznych genti nebo dalsich letalnich pfenosech gent

Z jinych mikroorganismli miize vzniknout dalsi druh listérie.
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